





























































































































































































































































































































































In  contrast  to  functional  assays, which  highly  depend  on mitochondrial  integrity  and  viability,  the 
quality of subcellular “omics” analyses is directly related to sample purity. Thus, one of the main ob‐










before β‐cell  failure and hyperglycemia develops. Therefore, tissue specificities  for murine  liver and 
muscle ‐as two insulin target organs‐, which are responsible for endogenous glucose production and 
disposal, were  investigated  to  distinguish  the  tissue‐specific mitochondrial  function.  Thereby,  the 
hypothesised  tissue‐specific  contribution  of  their  (dys)function  to  e.g.  insulin  resistance  should  be 
clarified. A high‐energy diet feeding mouse experiment  including treadmill exercise with subsequent 
lipidomics  and  functional  investigations was  employed  to  gain  further  and  ideally  comprehensive 







a murine  skeletal muscle  cell  line.  Furthermore,  tissue‐specific  differences  between mitochondria 
derived from mouse  liver and muscle were  investigated to unravel hypothesised tissue‐specific con‐









fered  from diabetes  in 2014,  i.e. with a  fasting plasma glucose  ≥ 7.0 mmol/l.1 Worldwide diabetes 
prevalence  rose  from  4.7%  in  1980  to  8.5%  in  2014. Rare monogenetic  forms of diabetes  are de‐













studies  reported  strong associations between  triacylglycerol  (TAG) accumulation  in  skeletal muscle 
tissue and  insulin resistance,10,11 but  lean endurance‐trained athletes showed also high  levels of ac‐
cumulated TAGs while being highly  insulin  sensitive,  called  the Athlete’s paradox.12,13 This paradox 
indicates that TAG accumulation per se does not lead to insulin resistance, what led to the hypothesis 
that  its more an altered or  incomplete  lipid metabolism that may be an  important factor  in the pro‐





















insulin  resistance. Physical  exercise has been  frequently promoted  to prevent  and  combat obesity 
related complications such as insulin resistance, T2Dm and non‐alcoholic fatty liver disease. Although 
the molecular mechanisms have not yet been  fully  illustrated,  the proposed one  is  likely due  to  its 
impact on cellular metabolism and mitochondrial alterations. Physical activity was shown to increase 
mitochondrial mass and oxidative capacity  in skeletal muscle.28‐31 Exercise has not only a strong  im‐
pact on muscle but also on  liver as shown by our group.32‐34 This  thesis aimed  therefore  to unravel 
mitochondrial adaptions to a high‐energy diet causing insulin resistance and the proposed prevention 
by exercise on a molecular  level. Alterations on protein and  lipid  levels and composition  in  liver and 
skeletal muscle were observed after physical exercise, but also by chronic excess energy.35‐37  In par‐
ticular,  the effect of exercise on  fatty acid profiles of  total  lipids was  investigated  in whole  liver38,39 
and muscle tissue.39,40 However, only little data are available on the effect of exercise on the subcellu‐




















mutase.48  Additionally,  mitochondria  are  involved  in  calcium  homeostasis  and  programmed  cell 
death.19,49‐51 Given their central metabolic role,  it  is not surprising that mitochondria are widely dis‐
cussed  in  context of many diseases  such  as neurodegenerative disorders,  cancer  and diabetes.52‐54 
The main function of mitochondria, cellular respiration, as established and investigated in this thesis, 









molecular mechanisms  from mitochondrial  lipid and protein composition up  to mitochondrial  func‐
tion  for  these  tissue‐specific  differences.  Investigations  on mitochondrial  specificities  of  liver  and 
skeletal muscle as two insulin target organs could help to elucidate organ cross‐talks and might lead 










tochondria  in  skeletal muscle  are  facing  large  variances of ATP demands upon physical  activity by 






In humans, the  liver  is the major site of fatty acid production, called de novo  lipogenesis,64 while  in 
rodents  the adipose  tissue  is also  important.65 Additionally,  fatty acids can also be  taken up by  the 
liver either  for oxidation, storage or  for packaging  them  into  lipoproteins  for export and storage  in 
other tissues.66 Because of  its relative size  in men and most animals, however, the muscle  is consid‐









sonable  to expect  that  the oxidative  function,  the  lipid and  the protein composition of  these orga‐
nelles may vary significantly from tissue to tissue. Proteomics approaches showed distinct tissue spe‐
cific differences between mitochondria  from  liver and muscle  tissue,70 and  since  the mitochondrial 














Approximately 0.01%  to 5% of electrons passing down  the electron  transport chain  leak  to oxygen 












very  likely  to  affect mitochondrial membrane  composition which,  in  turn,  regulates mitochondrial 
structure and function.22,23 Mitochondria synthesise approximately 45% of their own phospholipids,94 
mostly phosphatidylethanolamines (PE), phosphatidylglycerols (PG), phosphatidic acids (PA) and car‐
diolipins (CL).92,95 Mitochondrial  lipids  are  not  simply membrane  constituents,  but  also  involved  in 
















pass  through cell membranes and equilibrate much quicker  throughout  the cell  than cholesterol  it‐
self111,112. Featured with diverse biological activities together with a high abundance  in some tissues 
(e.g.  1.0‐1.6x105 ng/g  24‐hydroxycholesterol  in  brain113),  oxysterols  are  evidently  implicated  in  the 
pathogenesis  of  several  chronic  diseases  like  artherosclerosis114,115  or  neurodegenerative 
disorders.116,117  Possible  mechanisms,  like  oxysterol  induced  apoptosis  via  the  mitochondrial 
pathway118‐120  and  induced  ROS  production,121  link  the  effects  of  oxysterols  to  mitochondrial 
(dys)function as their main target  in the cell.122 Mitochondria even contribute by  the mitochondria‐
specific CYP27A  to  the enzymatic generation of oxysterols  like 27‐hydroxycholesterol,106,123 an oxys‐




chondria  themselves exist,128,129 probably due  to  the  challenging  isolation procedure of pure mito‐
chondria130 and the challenging oxysterol analysis.  
2.2.3 Dysfunction	of	mitochondria	








discussed  controversially: Mitochondrial oxidative  capacity  could be  impaired by a  lower  substrate 
influx in IR.132 Alternatively, lower rates of substrate oxidation caused by a deficiency in the electron 
transport chain or even a lower mitochondrial content could lead to inhibited metabolic fluxes and/or 
accumulation of  toxic metabolites  from  incomplete oxidation of  glucose  and  lipids  and  thereby  to 
IR.133,134 This deficiency could either be caused by substrate overflow  leading to disturbances  in sub‐
strate utilization, oxidant production and IR or this mitochondrial dysfunction could be a consequence 












ble mechanisms  for  reduced mitochondrial  content  and  oxidative  capacity  were  investigated  on 
mRNA levels of genes responsible for mitochondrial biogenesis like PGC‐1α.144,145 But also decreased 
mitochondrial  enzyme  activities137,139,141,144  or  lowered  protein  abundance141,144  were  observed,  in 
particular of  those  involved  in  the ETC.137,140 A  lower mitochondrial  content and oxidative  capacity 
was observed in non diabetic individuals with a family history of type 2 diabetes, suggesting that mi‐
tochondrial alterations might be the cause and not the consequence of IR.146 But results of mitochon‐




or  the  reduced mitochondrial  content140 between health and  insulin  resistance. Even  some animal 
studies, mostly high‐fat‐feeding  induced  insulin resistance showed an opposite relationship and de‐
scribed  an  increased  fatty  acid  oxidation  capacity, mitochondrial  content  and  increased  oxidative 
protein activities  in  skeletal muscle as  compensatory effect  to overcome excess  substrate  flows at 
early stages of the disease development.25,148‐152 High‐fat‐diet was shown to induce insulin resistance 
in rats although the mitochondrial amount was even  increased.25 An  iron‐deficient diet  leading to a 
deficient  ETC  by  decreasing  the  iron‐containing  ETC  proteins  even  protected  rats  from  insulin  re‐
sistance by high‐fat feeding.153 Blocking of the entry of fatty acids  into mitochondria  in malonyl‐CoA 
decarboxylase knockout mice, protected the mice from insulin resistance by high‐fat feeding.134 Given 





site  for  endogenous  glucose production  is  still up  for debate. Human  studies  about mitochondrial 
alterations in livers of T2Dm patients are quite rare. A higher oxidative capacity of liver mitochondria 
from  biopsies was  observed  in  insulin  resistant  obese  compared  to  lean  patients  despite  a  non‐








mitochondrial dysfunction  is very  likely,  the challenge of  isolating adequate amounts of  sufficiently 
pure mitochondria has hampered comprehensive studies combining functional and systems biological 




analytical  findings, but also hamper  the comparability of data  from different groups.99,161 The most 
common used and simple method is differential centrifugation (DC) 162‐166 since it is relatively fast and 
provides  intact,  functional mitochondria  well  suited  to  investigate mitochondrial  physiology.167,168 
Briefly, tissues or cells are minced and homogenised, commonly using a Dounce homogeniser.169‐171 A 
slow centrifugation step is performed to sediment unbroken cells and cell debris, which is followed by 




ent.163,172‐175  This  additional  step  can, however,  reduce  the  yield of mitochondrial protein.  Further‐
more  this step requires an ultracentrifuge, which may not be accessible  for every scientist.  In addi‐
tion, centrifugation‐based methods tend to be time‐consuming, particularly when numerous samples 
are isolated simultaneously. Thus, a more rapid approach to isolate mitochondria has been commer‐
cialized  that was  first  described  by Hornig‐Do  et  al.  (2009)176 After  sample  homogenisation, mito‐
chondria  are  coupled  to  anti‐TOM22‐antibodies  conjugated  to  paramagnetic  beads.  Bead‐coupled 
mitochondria can  then be  isolated  in a magnetic  field. This  so‐called MACS  (magnetic cell  isolation 
and  separation,  here: magnetic  bead  assisted mitochondria  isolation)  procedure  achieves  higher 











tion  equivalents.181  In  gluconeogenic  tissues  like  liver  pyruvate  is  carboxylated  to  oxaloacetate  by 
pyruvate  carboxylase  (PyC).61 Glutamate  is  transported  into  the mitochondrial matrix by  the gluta‐
mate‐aspartate carrier or the glutamate‐/OH‐ exchanger and oxidized by glutamate dehydrogenase to 










in  gluconeogenic  tissues).  Glutamate  is  transported  into mitochondria  and  oxidized  by  glutamate  dehydrogenase  to  2‐
oxoglutarate. ETC= electron transport chain.  
2.3.2.2 Complex	2	associated	substrate‐	Succinate	
Succinate  is  transported  into  the matrix by  the dicarboxylate carrier186 and  is  the  substrate  for  the 
succinate‐dehydrogenase  (C2)  in  the  respiratory  chain.  Succinate  is  used  together  with  rotenone 





3). The acylchains are degraded by mitochondrial  fatty acid  β‐oxidation  (FAO)  to acetyl‐CoA, NADH 
and FADH2.189 Acetyl‐CoA enters the TCA cycle, NADH is the substrate for complex 1, and FADH2 sim‐






Figure  3:  Complex  1  and  2  linked  substrates  for  electron  transport  chain.  Imported  fatty  acids  are  broken  down  via 
β‐oxidation (β‐Ox) to acetyl‐CoA (further metabolised in the TCA cycle), NADH (electron transfer to complex 1) and FADH2 
provide  electrons  via  CETF  to  CoQ.  TCA=  tricarboxylic  acid,  ETC=  electron  transport  chain,  CPT=  carnitine‐





























philic  interaction  liquid chromatography (HILIC). In both techniques,  lipids are separated  into classes 
based on  their  specific polar head groups. Compared  to  shotgun  lipidomics, which  relies on direct 
infusion of  sample  into  a mass  spectrometer without  any  chromatographic pre‐separation of  ana‐







In  the 1980s a  soft  ionisation procedure, electrospray  ionisation  (ESI), was  introduced and  first ap‐
plied  to molecules with  low molecular weight.196  The  usage was  then  extended  to  large  biomole‐
cules.197 Han et al. (1994)198 were first to employ ESI for – analysing lipid molecules. ESI is an interface 
between LC and MS, which transforms biomolecules from liquid state to gas phase ions under atmos‐




























a  stable  trajectory. The quadrupole  linear  ion  trap  (LTQ)  is  similar  to a quadrupole  split  into  three 
sections. The middle section  is the  largest section and stores the  ion, whereas the end sections are 
used for ion manipulation and application of trapping potential. The Orbitrap traps and analyses ions 
by electrostatic fields.  It consists of one spindle and an outer barrel  like electrode.  Injected  ions are 
electrostatically trapped while oscillating along the central electrode. This frequency is dependent on 










(product  ions) are generated by  collision‐induced dissociation  (CID) or other processes.  In CID,  the 




instruments.210  Separate mass  analysers  are  utilised  for  each MS  stage  in  tandem‐in‐space  instru‐




Based on  the  strategies  that  are  applied  for  lipid  screening,  the  lipidomics  approach  is defined  as 
“top‐down” or “bottom‐up”. The  specificity of both, ”top‐down” and “bottom‐up” approaches, de‐
pend on the ability of a MS to distinguish between two neighbouring peaks of intact molecular ions or 
their  fragments. This  resolving power or  resolution  is usually  the  ratio of  the  ion peak mass  to  the 
peak width at 50% of its height to the mass of the peak (full width at half maximum [FWHM]).211 The 












lipids; precursor  ions are  identified and quantified due to their specific  fragment  ion. Differences  in 
chemical properties of  lipid classes such as charge state and polarity are  taken  into account. These 
can be used to determine individual molecular species of a class by scanning precursor ions or neutral 
losses that are indicative for head groups, fatty acyls or long‐chain sphingoid bases, etc. (Table 1).207  
Table 1: Examples of scanning modes and  resulting mass‐to‐charge  ratios  (m/z)  in  lipidomics. PIS=precursor  ion scanning, 
NLS=neutral  loss  scanning;  PC=  phosphatidylcholine,  PE=phosphatidylethanolamine,  PS=phosphatidylserine, 
PI=phosphatidylinositol, PG=phosphatidylglycerol, PA=phosphatidic acid, SM=sphingomyelin. 
subclass  polarity  scan mode  m/z 
PC  positive  PIS  184 
negative  PIS  168 
PE  positive  NLS  141 
negative  PIS  195 
PS  positive  NLS  185 
negative  NLS  87 
PI  positive  NLS  277 
negative  PIS  241 
PG  positive  NLS  189 
PA  positive  NLS  115 
Ceramide  positive  PIS  264 
Hexosylceramide  positive  PIS  264 
Lactosylceramide  positive  PIS  264 
SM  positive  PIS  184 
negative  PIS  168 
Cholesterol ester  positive  PIS  369 
Cholesterol  (as 
























































































































































































































































BSA fatty acid free  0.1%‐0.5%  (depending  on 
the  tissue/cells),  freshly 












BSA, fatty acid free  0.1%‐0.5%  depending  on 
the  tissue/cells,  freshly 







    Na2ATP  5.7 mM 
    MgCl2(H2O)6  6.56 mM 
    Taurine  20 mM 
    Na2Phospho‐creatine  15 mM 
    Imidazole  20 mM 
    Dithiothreitol  0.5 mM 





































































































Optimised  diet  and  tread‐
mill  exercise  experiment 
(see 3.2.2.3.2) high‐energy  diet  (HED):  45  kJ%  fat,  20  kJ% 




















For  the  analysis of  liver  tissue  samples, Caucasians undergoing  liver  surgery  at  the Department of 
General, Visceral and Transplant Surgery at  the University Hospital of Tübingen, Germany, were  in‐

































































































































Otto  Nordwald,  Avanti  Polar  Lipids  Inc., 
Alabaster, AL, USA 









4β‐Hydroxycholesterol‐d7 (700042)  Otto  Nordwald,  Avanti  Polar  Lipids  Inc., 
Alabaster, AL, USA 
7α‐Hydroxycholesterol‐ d7 (700043)  Otto  Nordwald,  Avanti  Polar  Lipids  Inc., 
Alabaster, AL, USA 
7‐Oxocholesterol‐d7 (700046)  Otto  Nordwald,  Avanti  Polar  Lipids  Inc., 
Alabaster, AL, USA 
25‐Hydroxycholesterol‐d6 (700053)  Otto  Nordwald,  Avanti  Polar  Lipids  Inc., 
Alabaster, AL, USA 











































































































































































































































or 2500 per well  in  a  Seahorse XF96  cell microplate  and  cultured  for 2 days  (see  Figure 4).  Then, 
growth medium  was  replaced  by  high  glucose  fusion medium,  DMEM  with  2%  FBS,  1%  penicil‐
lin/streptomycin and 1% glutamine, to  induce differentiation. After 3 days  insulin resistance was  in‐

















Confluent  cells  from 15  cm dishes were  trypsinated. After  centrifuging  the  cell  suspension  the  cell 
pellet was resuspended in 10 ml cryopreservation medium. Cell number was counted and the volume 




















(DCM):methanol  (MeOH)  (1:1)  ±  BHT  (5 µg/ml;  stock  solution  1 mg/ml  in  methanol)  (“fresh”). 






mice. Two groups were kept  sedentary and  two were  trained on a  treadmill  five  times a week  for 
30 min during 10 weeks. In the first week treadmill conditions were 9 m/min at 9° slope, which was 
increased in the second week to 12 m/min at 12° slope for nine more weeks. One of the two groups 











per  experimental  day  as  described  in  the  following:  Mice  were  anaesthetised  with  ketamine‐
hydrochloride and xylazine, blood was taken by cardiac puncture and collected in EDTA tubes. Muscle 
subtypes  (gastrocnemius,  extensor  digitorum  longus  (EDL),  soleus,  tibialis,  plantaris)  and  pieces  of 
liver were snap‐frozen. Liver and pooled residual hind limb muscles were removed and mitochondria 






Experimental group  diet  exercise  abbreviation 
1  Control diet  no  CON sed 
2  Energy‐rich diet  no  HED sed 
3  Control diet  yes  CON run 
4  Energy‐rich diet  yes  HED run 














moved  and  mitochondria  were  purified  by  differential  centrifugation  (see  protocols  3.2.6.4  and 











































yvinylidene difluoride  (PVDF) membranes  as described by  Ladner  et  al.  (2004)220  for  gels. Proteins 
were transferred to PVDF membranes (when secondary antibodies were fluorescent) or to nitrocellu‐









secondary  infrared  antibodies  (PVDF)  and band  intensity was measured using  an Odyssey  Infrared 
Imaging System (LI‐COR, Lincoln, NE, USA). Nitrocellulose membranes were incubated with horserad‐
ish peroxidase‐conjugated antibodies for 1 h at room temperature. Visualisation of immunocomplex‐
es  was  performed  by  enhanced  chemiluminescence  as  described  previously221  using  a  ChemiDoc 
Touch Imaging System (Bio‐Rad, Hercules, CA, USA). 
3.2.4.3 Stripping	of	membranes	





























tion  from  liver, muscle and brown adipose  tissue  (BAT) are  listed  in Supplementary Table 3. Tissue 
homogenisation was optimised testing different amounts of tissue either disrupted using a douncer 









were performed at 4  °C or on  ice. Cells were collected by centrifugation at 500 g  for 5 min,  resus‐














16 000 g  for 2 min  the  supernatant was  removed and  the UC mitochondrial pellet was  frozen at  ‐
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species.  Three mitochondria  isolation methods,  differential  centrifugation  (DC),  ultracentrifugation  (UC)  and  a magnetic 
bead‐based method  (MACS)  were  compared  systematically;  see Methods  section  for  further  details.  SN,  supernatant; 
MTBE= methyl tert‐butyl ether; CE= cholesteryl ester; CER= ceramide; CL= cardiolipin; DAG= diacylglycerol; FFA= free fatty 
acids;  HexCER=  hexosyl‐ceramide;  LPC=  lyso‐phosphatidylcholine;  LPE=  lyso‐phosphatidylethanolamine;  LPI=  lyso‐













































Mitochondria  isolation was  performed  as  described  for  liver  (3.2.6.4) with  some modifications  for 
skeletal muscle. 550 mg skeletal muscle tissue  (pooled  from remaining hind  limb muscles after gas‐

















and  cells.223  Citrate  synthase  is  located  in  the  mitochondrial  matrix  and  therefore  a  common 
marker.139,224 Briefly, the assay  involves the following steps: CS  irreversibly converts Elman’s reagent 
(DTNB;  5,5'‐dithiobis‐(2‐nitrobenzoic  acid))  to  2‐nitro‐5‐thiobenzoate  (TNB), whose  absorbance  can 
be measured at 412 nm. Citrate synthase activity assay was established by Daniel Bleher in context of 
his bachelor´s thesis under supervision of Dr. Hoene and me. The citrate synthase activity assay was 
adjusted  from Eigentler et al.  (2015)225 The assay was performed at room  temperature  in a 96 well 
plate  in 200 µl  total volume  instead of a 1 ml cuvette. 15 μg protein  lysate  from  tissue  (3.2.2.1) or 
cells  (3.2.1.2) were  regarded  ideal  to achieve a  linear calibration curve upon  the  reaction over  the 




















Mitochondrial respiration was analysed  in  isolated mitochondria,  intact cells, digitonised cells, tissue 
homogenates or permeabilised muscle fibres.  
Malate and octanoylcarnitine  (Oxygraph 2k) or palmitoylcarnitine  (Seahorse XF96) were  injected  to 
induce  fatty  acid  oxidation  (FAO).  LEAK  respiration  is  the  oxygen  consumption  under  non‐





strate  (C2/CII).  FCCP,  a  synthetic uncoupler, was  titrated  to uncouple  the  electron  transport  chain 
activity from ATP production and determine the maximal oxidative capacity of the electron transport 
chain (E). Complex 1 was inhibited by rotenone to solely investigate complex 2‐associated respiration. 
















at 2 000 g  for 20 min at 4  °C. Compounds  for ports  (ADP, oligomycin, FCCP, antimycin A/rotenone) 







the  instrument. After  the centrifugation, 160 µl MAS with  substrates were added carefully  to each 
well and  the plate  inserted  into  the Seahorse XF 96. First  step was a 10 min waiting  time  to allow 

















Ideal  cell number was  titrated  aiming  at 90%  confluence. Assay medium was prepared by  supple‐










































Table 6: Concentrations and  injection sequence of  the SUIT protocol  (substrate, uncouplers,  inhibitors) applied on C2C12 










Pyruvate  1 000  10  5 
Malate  1 000  4  2 
Digitonin  8.1  1  4.05 
ADP  500  10  2.5 
Glutamate  500  10  2.5 
Succinate  500  10  2.5 
Cytochrome c  4  5  0.01 
FCCP  2.5  0.4  0.0005 
Rotenone  2.5  1  0.00375 
Ama  2.5  4  0.005 
Ascorbate  800  5  2 
TMPD  200  5  0.5 
Sodium azide  4 000  100  200 
       
 Respiratory	measurements	of	murine	tissue	homogenates	and	isolated	3.2.8.2.2
mitochondria		
Tissue was homogenated as described  for mitochondrial  isolation using DC  (3.2.6). 10 µl of  the ho‐
mogenate were  injected  in  the Oxygraph‐2k. Protein  concentrations of  the homogenates were be‐
tween 25 and 35 mg/ml. Therefore, protein concentrations of 125‐175 µg/ml were analysed. Protein 
concentration was determined afterwards using a BCA assay (3.2.3.2). Respiration was normalised to 
protein  amount. Mitochondria were  isolated  as described  in 3.2.6. After DC mitochondrial protein 
concentration was determined using a Bradford assay (3.2.3.1). Protein concentration was adjusted to 





Table 7: Concentrations and  injection sequence of  the SUIT protocol  (substrate, uncouplers,  inhibitors) applied on mouse 
tissue  homogenates  and  isolated  tissue  mitochondria;  Ama=  antimycin  A,  FCCP=  carbonyl  cyanide‐p‐
trifluoromethoxyphenylhydrazone, ADP= adenosine diphosphate 
Substrate  Stock conc. [mM]  Injected volume [μl]  Final concentration in Oxygraph‐2k [mM] 
Malate  800  3,2  1.28 
Octanoylcarnitine  100  10  0.5 
ADP  500  10  2.5 
Pyruvate  1 000  10  5 
Succinate  1 000  10  5 
Cytochrome c  4  5  0.01 
FCCP  1  1 stepwise  0.0005 steps 
Rotenone  2.5  1  0.00125 




















The murine Oxygraph‐2k protocol  (3.2.8.2.3) had  to be modified  for human muscle  fibres  (3.1.3.3), 
since  the  skinned human muscle  fibres  showed  too high  cytochrome  c  responses. Muscle biopsies 
were directly placed into Mir05 buffer instead of BIOPS. After separation of the fibres, the fibres were 




reducing  the  losses. Saponin stock was prepared using a  less concentrated saponin powder  (Sigma, 
S7900, sapogenin >10%). Final saponin concentration was 50 µg/ml. After skinning,  the  fibres were 





















To  investigate  stability  and  conversion  products  of  cholesterol  and  selected  oxysterols  0.3 µg  4β‐
hydroxycholesterol, 7‐ketocholesterol, 27‐hydroxycholesterol and  cholesterol were  incubated  sepa‐
rately in PBS in open tubes at the following conditions: a) for 24 h at room temperature without BHT 
or at 4 °C with and without BHT; b) for 5 h at 4 °C with and without BHT  (duration of mitochondria 
































tected  lipids were quantified by normalisation  to  the corresponding  internal standard  (described  in 












spectrometer  (Thermo  Fisher  Scientific,  Rockford,  IL,  U.S.A.)  Separation  of  lipid  metabolites  was 
achieved in a Waters UPLC C8 ACQUITY column (100 mm x 2.1 mm × 1.7 µm) (Milford, MA, USA). The 
elution solvents consisted of A (ACN:H2O = 60:40, v/v) and B (IPA:ACN = 90:10, v/v), both containing 
10 mM ammonium acetate. The elution gradient started at 32% B for the initial 1.5 min, followed by a 
linear increase to 85% B during the next 14 min. Within the subsequent 0.1 min, solvent B was rapidly 






















into a new 2.0 ml  reaction  tube  (Tube 3) and dried under vacuum. 1.4 ml DCM were added  to  the 
pelleted material in Tube 1, vortexed for 10 min and then centrifuged at 4 500 g for 10 min at 25 °C. 
The supernatant (in Tube 1) was transferred to Tube 2. Tube 2 was vortexed for 60 s and centrifuged 
at 4 500 g  for 15 min at 25 °C,  the organic  (lower)  layer was also  transferred  into Tube 3 and dried 
under  vacuum. The dried  samples were  covered with N2  to protect  them  from oxidation  for  short 















The  injection  volume was  10 µl.  The  column  temperature was  set  to  20 °C  and  the  flow  rate was 




sion  1.6,  AB  SCIEX,  Framingham, MA,  USA).  Oxysterol  identification was  based  on  accurate mass 
measurement, MS/MS  fragmentation  and  retention  time,230  or  confirmation with  authentic  stand‐
ards. The  lipid nomenclature follows the LIPID MAPS classification and nomenclature system.229 The 
detected oxysterols were quantified by normalisation to a corresponding internal standard (deuterat‐







Dojindo´s  tetrazolium  salt  (WST‐1;  (2‐(4‐Iodophenyl)‐3‐(4‐nitrophenyl)‐5‐(2,4‐disulfophenyl)‐2H‐















RNA was extracted using  the RNeasy Mini kit according  to  the manufacturer’s  instructions. Briefly, 
cells were lysed in 350 µl RLT‐ buffer plus 1% β‐mercaptoethanol per well of a 6 well plate. Liver tis‐
sue was  lysed  in a TissueLyser  (2 min, 20 Hz; Qiagen). After applying  to QIAshredder  spin  columns 
samples were centrifuged  for 2 min at 17 000 g at RT. The eluate was then mixed with 350 µl 70% 

















ured after each  cycle. Real  time quantitative PCR was performed using  reversed  transcribed  cDNA 









was purified  using  the MinElute  PCR  purification  kit  from Qiagen  according  to  the manufacturer’s 
instructions.  Standard  range was  from  5 pg/µl  to  0.5  ag/µl.  Concentration was measured  using  a 
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany), adjusted to 5 ng/µl and aliquoted (5 
































mitochondrial protein) with SIMCA‐P 11.5  (Umetrics AB, Umeå, Sweden). Values below  the  level of 













tion  measurements  and  immunoblots.  Outliers  were  removed  applying  the  ROUT  method  in 













95% of all detected  lipids showed a RSD below 20%  throughout nine  injections of a pooled sample 
during  the whole  UPLC‐MS  run.  Statistical  significance was  evaluated  by  a  Student´s  t‐test  using 
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A p‐value <0.05 was considered significant. 












2‐way ANOVA was applied  to western blot  results,  respiratory measurements and enzymatic assay 
results.  2way  ANOVA  (significances  shown with  “ “),  significances  of multi  comparison  between 
groups indicated with the following mark “ ”. *= diet had significant effects in ANOVA, #= training 
had significant effects  in ANOVA using GraphPad Prism  (GraphPad Software  Inc., La  Jolla, CA, USA). 
Multivariate principal  component  analysis  (PCA) was performed of  the  lipid  concentrations per µg 
mitochondrial protein with SIMCA‐P 11.5 (Umetrics, Umeå, Sweden). Values below the level of detec‐






















somes,  lysosomes and  cytosol as well as  lipid droplets. Apart  from  the nuclear marker histone, all 
antibodies were directed against membrane proteins.  







performed  to sediment broken cells and cell debris, which  is  followed by a  fast centrifugation step 
using the supernatant to pellet the mitochondria (Figure 5,  left). DC‐derived mitochondria were  lay‐
ered on different continuous and discontinuous gradients and centrifuged using an ultracentrifuge for 
further  purification  of mitochondrial  fractions  (Figure  5, middle).  Lastly,  the  commercialised more 
rapid MACS approach to isolate mitochondria was investigated, which was first described by Hornig‐
Do  et  al.  (2009)176.  After  sample  homogenisation,  mitochondria  were  coupled  to  anti‐TOM22‐
antibodies conjugated to paramagnetic beads. Bead‐coupled mitochondria were then be isolated in a 
magnetic field (Figure 5, right).  






not  shown). Mitochondrial membrane ATP  synthase 5  (ATP5) was used  to confirm  the presence of 
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mitochondria  in  total cell  lysates and  their enrichment  in  the  isolated  fractions  (Figure 7). Dounced 
mitochondrial  fractions  and  the  harshest  N2  bomb  conditions  (condition  1,  Figure  7)  showed  the 















enisation were varied. Solely  results  for C2C12 and HEPG2 are  shown  in Figure 8,  since  these cells 




nations  indicated  via  the  signal  of  histone  H3 were  depleted.  Further mitochondrial  isolations  of 
HEPG2  cells were  performed  from  six  15  cm  plates  applying  15  strokes.  Both,  homogenisation  of 











obtained after homogenisation of  cell  suspensions  from a different amount of  cell plates with different  stroke numbers. 










compared  to  crude mitochondrial  fractions  (Figure 9). Contamination with nuclei  (histone H3  as  a 
marker) was  reduced after ultra‐centrifugation, but all other contaminant proteins  investigated  like 














was  further modified  by  ultracentrifugation  on  a  percoll  gradient,  in  this  case  a  continuous  self‐
forming 25% gradient (Figure 10 A). Ultracentrifugation depleted the mitochondrial fraction appear‐








Figure 10: A: 25% Percoll gradient before and after ultracentrifugation forming two appearing  layers. LL=  lower  layer after 
ultracentrifugation,  UL=  upper  layer  after  ultracentrifugation.  B:  Analysis  of  organelle‐specific  proteins  in mitochondrial 
fractions  from HEPG2 obtained after mitochondrial  isolation using  just differential centrifugation  (lane “w/o gradient”) or 
after  further  purification  of  these mitochondria  using  a  25%  continuous  percoll  gradient. Mitochondrial membrane ATP 
synthase 5 (ATP5) was used as a marker for mitochondria. For the detection of potential contaminations, antibodies against 
histone H3, calnexin and PEX3.1 were used. w/o trypsin= without trypsin digestion of the crude mitochondrial pellet, tryp‐
sin=  crude  mitochondrial  pellet  was  trypsinated  before  layering  on  the  percoll  gradient  to  dissociate  mitochondria‐
associated organelles from mitochondria. 
MACS:  As  an  alternative mitochondrial  isolation  approach,  a more  recent magnetic  bead‐assisted 




stroke numbers  (results are given  in Figure 11). Compared  to differentially centrifuged crude mito‐































histone,  all  antibodies were  directed  against membrane  proteins.  Equal  protein  amounts  (30  µg, 
3.2.4) of total cell lysates were assessed as controls to determine the organelle‐specific protein levels 
before  enrichment. Mitochondrial membrane ATP  synthase  5  (ATP5) was  analysed  to  confirm  the 
presence of mitochondria  in  total cell  lysates and  their enrichment  in  the  isolated  fractions  (Figure 

















The  lipid  species  in  the mitochondrial  fractions were  quantified  using  our UPLC‐MS  approach  de‐
scribed in 3.2.10.2. In total, 397 lipids from 17 (sub‐)classes, 12 ceramide (CER), 32 cardiolipin (CL), 2 
cholesteryl  ester  (CE),  6  diacylglycerol  (DAG),  5  hexosyl‐ceramide  (HexCER),  11  lyso‐







obtained by UC purification.  It  is  important  to note  that  the precision  is determined  for  the whole 
analytical workflow including biological replicates, mitochondrial isolation, lipid extraction and UPLC‐
MS analysis. Thus, overall a high precision and  reliability of  the whole  (pre‐)analytical procedure  is 
demonstrated. The different isolation methods had no major effect on the total number of detected 

















dependent  on  the  isolation methods.  The  difference  from  total  cell  lysate was  smallest  for MACS 
samples,  followed by DC  and UC. Thus, MACS  isolation  yielded mitochondrial  samples whose  lipid 


















Figure 14: Heatmap visualisation of  the different  lipid  (sub‐)classes  in  total cell  lysates  (TL) and  in mitochondrial  samples 
isolated by three different methods: DC= Differential centrifugation, UC= ultracentrifugation, MACS= magnetic bead‐assisted 
isolation. Each column  represents an  individual mitochondrial  isolation  labelled by a number. Values were centred  to  the 
mean of the respective lipid class and scaled to unit variance. White colour shows values close to the mean of the lipid class 
and  red‐  and  blue‐  coloured  values  are  higher  and  lower,  respectively,  than  the  mean.  CE=  cholesteryl  esters;  CER= 
ceramides;  CL=  cardiolipins;  DAG=  diacylglycerols;  FFA=  free  fatty  acids;  HexCER=  hexosyl‐ceramides;  LPC=  lyso‐
phosphatidylcholines; LPE= lyso‐phosphatidylethanolamines; LPI= lyso‐phosphatidylinositols; PC= phosphatidylcholines; PE= 
phosphatidylethanolamines; PE‐P= phosphatidylethanolamine plasmalogens; PG= phosphatidylglycerols; PI= phosphatidyl‐























Mean  SD  Mean  SD  Mean  SD  p‐value  p‐value  p‐value 
CL  8.623   1.779   34.433  10.814  5.217   1.522   < 0.0001  < 0.0001  n.s.  
CE  0.012   0.001   0.019   0.007   0.033   0.017   n.s.   n.s.   0.0135 
CER  2.838   0.404   2.447   0.326   2.703   0.662   n.s.   n.s.   n.s.  
DAG  0.092   0.007   0.129   0.018   0.283   0.077   n.s.   0.0002   < 0.0001 
FFA  59.601   10.134   60.664  11.180  87.242  28.114  n.s.   n.s.   n.s.  
HexCER  1.013   0.076   0.516   0.113   0.719   0.151   < 0.0001  0.0282   0.0033  
LPC  1.625   0.459   1.834   0.476   1.709   0.727   n.s.   n.s.   n.s.  
LPE  0.728   0.163   0.838   0.251   0.699   0.249   n.s.   n.s.   n.s.  
LPI  0.081   0.032   0.064   0.010   0.052   0.021   n.s.   n.s.   n.s.  
PC  91.406   5.802   86.358  11.261  89.657  14.345  n.s.   n.s.   n.s.  
PE  72.193   17.171   85.393  16.767  60.249  24.064  n.s.   n.s.   n.s.  
PE‐P  1.313   0.243   0.526   0.136   0.916   0.166   < 0.0001  0.0064   0.0078 
PG  6.198   1.495   12.973  4.579   3.582   1.639   0.0061  0.0003  n.s.  
PI  41.717   7.223   39.157  8.012   44.678  9.599   n.s.   n.s.   n.s.  
PS  11.296   1.444   1.200   0.335   8.494   1.630   < 0.0001  < 0.0001  0.0066 
SM  8.185   0.619   3.090   0.662   5.834   1.642   < 0.0001  0.0020  0.0092 
TAG  17.082   1.565   7.313   0.964   53.924  11.260  n.s.   < 0.0001  < 0.0001 
DC= differential  centrifugation; UC= ultracentrifugation; MACS= magnetic bead‐assisted  isolation; CE=  cholesteryl  esters; 











the  ER‐marker  calnexin  (Figure 12).  In  a  similar manner, DC  and MACS  also  increased  the  relative 
amounts of other  lipid classes  that were not enriched by UC  (Figure 15). Compared  to UC, samples 
isolated by DC or MACS contained significantly higher amounts of PS, PE‐P, SM, and HexCER (Table 8). 































Figure 16: Comparison of distinct  lipid (left) and protein contents (right)  in mitochondrial samples  isolated using three dif‐





In  a  first  step,  the  homogenisation  technique  (douncer,  Gentle MACS  (Miltenyi  Biotec,  Bergisch‐
Gladbach, Germany), stroke number,  tissue amount,  tissue digestion procedures and gradient com‐







enrichment, between  the  two homogenisation devices. MACS method did not deplete  the muscle 
mitochondrial  fraction  from ER  (calx band), observed with both gentle MACS and a  tissue douncer 
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trifugation  (DC), ultracentrifugation  (UC) and a magnetic bead‐assisted method  (MACS). An exemplary western blot of 2 








skeletal muscle  tissue  showed  strong ATP5 enrichment  in all  samples and  slight ER contaminations 
(Figure 19 left). Different amounts of muscle were tested. Since 200 mg starting material did not yield 
















files  from pure  tissue‐derived mitochondria  isolated  from  liver and  skeletal muscle. Briefly  for  liver 
(3.2.6.4), 150‐200 mg of tissue were minced, homogenised applying 6 strokes in a douncer, followed 
by differential centrifugation (DC). The crude mitochondrial pellet was  layered on a continuous 25% 











For  isolated mitochondria  from  cells and  tissue,  the protein amount per well was also  titrated. An 
ideal protein amount was determined by tracking O2 concentration  in each well over measurement 
time. A  too high protein amount  led  to exhaustion of oxygen  in  the well during  the measurement 
course and thereby a limitation of the oxygen consumption. This was due to an insufficient amount of 
time during mixing and waiting steps to allow the re‐equilibration of the medium to ambient O2 con‐
centrations  (Figure 20, red  line). The  ideal amount was chosen at equilibrium between oxygen con‐
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FCCP were  injected  in different concentrations  to determine dose  response data. ADP was  injected 
after basal state to final concentrations of 0 to 16 mM (Figure 21  left graph) and FCCP was  injected 
after ADP and oligomycin to final concentrations from 0 to 16 µM (Figure 21 right graph). The minimal 














drial  isolation  or  tissue  and  sample  preparation  the  outer mitochondrial membrane may  become 
damaged  leading  to a  release of  cytochrome  c, which  then  limits  the  respiration  (Figure 22, upper 
graph). To check for the mitochondrial integrity cytochrome c was added exogenously in every meas‐
urement.  Since  cytochrome  c  cannot enter  the outer mitochondrial membrane, no or only  low  in‐
crease  of  respiration  after  cytochrome  c  addition  is  an  indicator  for  intact mitochondria  and  thus 














run. Substrates and digitonin were  titrated once  to  investigate  the  final concentration necessary  to 
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incubation  times.  After  modifying  all  steps  permeabilised  muscles  from  mouse  soleus  and  gas‐
trocnemius muscles were analysed  following  the protocol described  in 3.2.8.2.3,  leading  to a  cyto‐
chrome c  injection response below 2%,  indicating an  intact outer mitochondrial membrane. The ap‐
plied substrates and  inhibitors were already described  for  isolated mitochondria  (3.2.8.2.2). To  test 
the  reproducibility of  the established  sample preparation and  the  sensitivity of  the Oxygraph‐2k  in 
general, two oxidatively distinct muscles were chosen as proof of principle application. Oxidative ca‐
pacity was higher  in  soleus muscle  throughout all  respiratory  states  than  in  gastrocnemius muscle 
(Figure 24). The increase of oxygen flux in percent after ADP addition was significantly higher in soleus 





















































































Figure 24: Oxygen  fluxes per mass  in soleus and gastrocnemius muscle  (mean + SD; n= 3). Data were normalised  for wet 












not  shown).  Fibre  separation  technique  by  forceps,  tissue  handling,  buffer  compositions,  saponin 
purity,  fibre  handling  and  incubation  times were  optimised.  Permeabilised muscles  from  biopsies 
from the vastus  lateralis were analysed following the optimised protocol described  in 3.2.8.2.4. The 










(electron  transfer system capacity= ETS). Complex 1 was  inhibited by rotenone to  investigate solely complex 2‐associated 





















fects of using  frozen  instead of  fresh  tissue were examined. Therefore, all  samples were extracted 











are  the means and  the  standard deviation of  fresh and  frozen  samples  (samples w/o and w/ BHT  taken  together). BHT= 








150 mg),  secondly,  the usage of  frozen vs.  fresh mitochondria  for oxysterol extraction  (50 µg mito‐
chondria by protein, 3.2.10.4) and thirdly, the presence or absence of BHT during oxysterol extraction 
from mitochondria. Finally,  it was also  tested  if  the presence of BHT during mitochondria  isolation 
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(Figure 27 B).  In contrast, the addition of BHT  is highly relevant for the oxysterol pattern  in  isolated 
mitochondria. Of a total of 7 detected mitochondrial oxysterols, 5 were significantly influenced when 
BHT  was  absent  during  the  isolation  process  (Figure  27  C).  Without  BHT,  the  yield  of  4β‐
hydroxycholesterol, 27‐hydroxycholesterol, 5β,6β‐epoxycholesterol and 7‐oxocholesterol was signifi‐
cantly  lower and 24S‐hydroxycholesterol was significantly higher (Figure 27 C). No changes were de‐
tected  for 5α,6α‐epoxycholesterol and 15‐ketocholestene. The absence of BHT during  the  last step, 









terol  standards  (4β‐hydroxycholesterol,  27‐hydroxycholesterol,  7‐oxocholesterol)  and  cholesterol 
with and without BHT after 5 and 24 h  incubations at 4 °C  (Figure 28 A, 3.2.9) were determined. By 
this experimental setup not only oxysterol stability but also possible oxysterols autoxidised from cho‐
lesterol were  investigated. The 5‐h  incubation at 4 °C  in open  tubes  including shaking  from  time  to 






Figure 28:  In vitro kinetics of oxysterol concentration  incubated  in PBS  ‐  investigation of stability and possible conversion 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Unexpectedly, the  levels of the detected oxysterols  in  liver tissue of doxorubicin treated mice (DOX) 
were  lower  compared with  control mice  (Figure  29  B).  In  contrast,  in  liver mitochondria  of DOX‐
treated mice  an  increased  amount  of  the  oxysterols was  found.  Solely  4β‐hydroxycholesterol  and 
5β,6β‐epoxycholesterol were not or only slightly changed (Figure 29 B).  
The functional  investigations given  in Figure 29 C showed a reduced respiration  in mitochondria  iso‐








quently,  insulin  resistance  (IR) or  if mitochondrial dysfunction  is a consequence of  impaired  insulin 








induce  insulin resistance  in cell  lysates from C2C12 cells treated either with high glucose concentra‐
tions and or chronic  insulin on protein  level. Each procedure was performed  in  three replicates. To 






Figure 30:  left: Representative western blot of C2C12  lysates using pAkt Ser473 and pAkt Thr308 antibodies to  investigate 
insulin signalling. After starving the cells for 3 h from FCS,  insulin signalling was activated by acute insulin stimulation with 




insulin stimulation  than control groups,  indicating an  impaired  insulin signalling as  intended by  this 










































Figure 32: A: Citrate  synthase activity  in C2C12  lysates  in µmol/min*mg9, CON= control,  IR= chronic  insulin  (1 µM),  low= 
5.5 mM glucose, high= 25 mM glucose; values are means ± SD of 3 replicates. B: histogram shows the sums of the densito‐
metric quantifications of western blots. Values are means ± SD of at least 8 replicates. Representative western blot of four 
C2C12  lysates per  group using an  antibody  against  citrate  synthase  (CS)  as mitochondrial  content marker. 2way ANOVA 
(significances shown with “ “): *=significantly different for low to high glucose conditions, #=significantly different for CON 
to IR conditions. Multi comparison significances shown with “ ”. 








associated  respiration  towards maximal  uncoupled  respiration  (C1  and  C2) was  higher  under  high 
glucose conditions than  in  low glucose conditions (Figure 33 C). These differences  in oxidative phos‐








































































































Figure  33: Mitochondrial  respiration  analyses  in  digitonised  C2C12 myotubes  using  an Oxygraph‐2k10  CON=  control,  IR= 
chronic insulin (1 µM), low= 5.5 mM glucose, high= 25 mM glucose; A: O2flux per mg cell lysate protein over the measure‐


































































































histograms  show  the  sums of  the densitometric quantifications of western blots. Values are means ± SD of 8  replicates. 
2way ANOVA  (significances  shown with  “ “): *=significantly different  for  low  to high glucose  conditions, #=significantly 
different for CON to IR conditions. Multi comparison significances shown with “ ”. 
Treatment group‐specific abundances of proteins of the electron transport chain were quantified  in 
cell  lysates of C2C12  (Figure 34). Mitochondrial  content was monitored using  citrate  synthase as a 
marker.  Electron  transport  chain  protein  abundances  of  the  complexes were  normalised  to mito‐
chondrial content (CS protein abundance; Figure 32) to investigate their protein levels independently 
of  a  decreased mitochondrial  content  in  states  of  glucose  oversupply  and  insulin  resistance.  The 
abundance of complex 1 was below detection  limit. complex 2 protein abundance was significantly 
lower in IR than in CON treated cells (Figure 34 B). Complex 3 and 4 protein abundances were signifi‐
cantly  lower  under  high  glucose  conditions  (Figure  34  C+D).  Complex  5 was  of  significantly  lower 
abundance following chronic  insulin conditions (IR) and under high glucose conditions (Figure 34 E). 
Even after normalisation  to mitochondrial content electron  transport chain  complexes are  reduced 




Increasing evidence  suggests  that oxidative  stress plays a major  role  in  the pathogenesis of  type 2 
diabetes mellitus.85  Increased oxidative  stress  is associated with damage of  cellular organelles and 
Results  85 
 








endogenous  lipid peroxidation  caused by oxidative  stress,222 but no  concentration  change was ob‐























































(SOD1,  SOD2)  and  4‐hydroxynonenal  (4HNE)  as  oxidative  stress marker.  CON=  control,  IR=  chronic  insulin  (1  µM),  low= 
5.5 mM  glucose, high=  25 mM  glucose; B‐D: histograms  show  the  sums of  the densitometric  quantifications  of western 
blots. Values are means ± SD of at least 3 replicates. 
Both hyperinsulinemia and glucose oversupply caused a decreased SOD activity in isolated mitochon‐
dria  (Figure  36 A). Western  blot  analyses  of mitochondrial  fractions  showed  also  decreased  SOD1 




































































IR=  insulin  (1 µM),  low= 5.5 mM glucose, high= 25 mM glucose, SOD= superoxide dismutase. 2way ANOVA  (significances 
shown with “ “): *=significantly different for low to high glucose conditions, #=significantly different for CON to IR condi‐
tions. Multi comparison significances shown with “ ”. 
Effects of IR  induced by chronic exposure to high concentrations of  insulin  in combination with sub‐




pendently  of  the  decreased mitochondrial  content  insulin  treated  cells  had  lower  abundances  of 












substrate  succinate  (Figure 37 B). This  finding was not only  found  in mice, but also detected when 
human  liver samples and human muscle biopsies were compared (Figure 37 human; Supplementary 
Figure 3; protocol described  in 3.2.8.2.4  and 3.2.8.2.5). Contribution of  complex 2  associated  sub‐
strate oxidation to maximal respiration on complex 1 and 2 substrates was higher  in  liver (Figure 37 
C). Liver and muscle mitochondria also differed  in their respiratory profiles:  in muscle mitochondria 











in  the presence of octanoylcarnitine and malate; E: P/E ratio: phosphorylating respiration  (after ADP  injection)  relative  to 














In total, 276  lipids from  liver and 278  lipids from muscle from 16 (sub‐)classes, 3 ceramide (CER), 24 
cardiolipin  (CL),  8  lyso‐phosphatidylcholine  (LPC),  8  lyso‐phosphatidylethanolamine  (LPE),  2  lyso‐
phosphatidylinositol (LPI), 51 phosphatidylcholine (PC), 4 phosphatidylcholine plasmalogen (PC‐P), 55 






























To  assess,  how  the  lipid  composition  of  the  samples  differed  depending  on  their  tissue  origin,  a 
heatmap was generated using the summed amounts of the  individual  lipid classes  (Figure 40). Data 
were normalised by mean centring and scaled to unit variance. Heatmap analysis of the summed lipid 
classes  indicated  that muscle mitochondria had a higher  total  lipid amount  than  liver mitochondria 









and blue‐coloured values are higher and  lower, respectively,  than  the mean. CER= ceramides, CL= cardiolipins, LPC=  lyso‐
phosphatidylcholines, LPE= lysophosphatidylethanolamines, PC= phosphatidylcholines, PC‐P= phosphatidylcholine plasmalo‐
gens,  PE=  phosphatidylethanolamines,  PE‐P=  phosphatidylethanolamine  plasmalogens,  PG=  phosphatidylglycerols,  LPI= 
lysophosphatidylinositols, PI= phosphatidylinositols, PS= phosphatidylserines, PS‐P= phosphatidylserine plasmalogens, SM= 
sphingomyelins, TAG= triacylglycerols, FFA= free fatty acids. 
To assess membrane composition of  liver and muscle mitochondria, data were normalised  to  total 
phospholipid content due to the differences in total lipid amount. In skeletal muscle mitochondria the 






















































































































The most abundant  fatty acyl  chain  in mitochondrial  cardiolipin of muscle and  liver was 18:2 with 
47.27%  and  55.24%  of  all  acyl  chains  (Table  9).  Cardiolipin  from mitochondria  derived  from  liver 
showed  higher  amounts  of mono‐unsaturated  fatty  acids  (MUFAs) whereas  CL  from muscle mito‐
chondria contained more poly‐unsaturated fatty acids (PUFAs). CL from  liver mitochondria consisted 
more often of medium chain fatty acids (12C) than skeletal muscle mitochondria. Muscle mitochon‐









% FA Liver Muscle adjusted p
20:4 5.45% 1.25% 0.003 
20:2 0.57% 0.17% 0.003 
22:2 2.48% 1.25% 0.003 
16:0 1.09% 0.61% 0.003 
20:3 2.87% 1.91% 0.003 
12:0 3.88% 2.76% 0.011 
15:0 3.88% 2.76% 0.011 
18:1 10.73% 8.19% 0.003 
16:1 8.15% 6.68% 0.010 
18:2 47.27% 55.24% 0.011 
23:2 0.12% 0.18% 0.015 
22:6 1.74% 4.64% 0.003 
20:0 0.04% 1.69% 0.003 
22:5 0.04% 1.69% 0.003 
20:5 4.62% 4.47% 0.209 
20:1 0.54% 0.46% 0.227 
22:1 1.09% 0.92% 0.227 
21:0 0.18% 0.19% 0.515 




phatidylethanolamines (PE). Their concentration was higher  in muscle than  in  liver mitochondria. PE 
and CL are functionally converging  in mitochondria stressing their  individual, but also concerted  im‐
portance  for mitochondrial  function,242  especially with  regard  to  their  role  in  supporting  oxidative 
phosphorylation.71,72,92,97,99,101,102,240,241 Saturated fatty acids and MUFAs were significantly higher in PE 
in  liver mitochondria  than  in muscle mitochondria, whereas PUFAs were  significantly higher  in PEs 
from muscle.  Like  similarly  seen  in  CL,  PEs  from muscle  contained  prominently  22:6  acyl  chains 




As a next step, we systematically compared mitochondria  isolated  from mouse  liver and muscle on 
protein  level  to  investigate tissue‐specific differences  in protein abundances to gain deeper  insights 
into  the  tissue‐specific mitochondrial differences possibly associated with  functional varieties. Each 
purification procedure was performed in eight replicates and compared to total cell lysate.  
By  employing western blot  analysis, organelle‐specific markers  for mitochondria were  investigated 













western  blot  of  tissue  lysates,  first  two  lanes)  showed  a  clearly  higher  concentration  of  calx  as  a 











































































































































blot of 4 mitochondria  isolations per tissue  is shown. Equal protein amounts (30 µg) of total cell  lysates were assessed as 











cific protein  composition of  tissue  lysates  from mouse  liver  and muscle determining  the  substrate 
supply for mitochondrial oxidation. In western blot analysis CS was used as a marker for mitochondri‐
al matrix content (Figure 44 A). CS abundance was observed to be significantly higher in muscle tissue 




more after addition of  the  complex 2 associated  substrate  succinate.  In  consistency with  these  re‐
































































































The goal of  the  study was  to  investigate mitochondrial adaptions  to  states of excess energy  intake 
complemented with training. 
 Method	establishment:	diet	and	training	effectiveness	in	mice	4.2.2.2.1
Weight‐matched mice were  fed  for 10 weeks with a high‐energy diet  (HED) or  control diet  (CON). 
Diets were derived  from Research Diets  (Diets, New Brunswick, NJ, USA)  and were  customised  to 
match  lipid composition  (3.1.3.2.1). CON contained 10 kJ%  fat, 20 kJ% protein and 70 kJ% carbohy‐
drates, while HED was composed of 40 kJ% fat, 40 kJ% protein, 20 kJ% carbohydrates. Mice were kept 






Figure 45: Body weight over  time shown as mean ± SD, n= 4  for all  time points  (left). Final body weight  in grams,  fasting 
glucose, glucose area under  the curve  (AUC) after  intraperitoneal glucose  tolerance  test, and blood glucose over 120 min 










ance  test nor  the blood glucose response  to  the glucose bolus were significantly different between 





rotenone  (Figure 46), pyruvate and palmitoylcarnitine plus malate  (data not  shown). Since  training 
and diet did not  result  in phenotypical metabolic differences,  these pretest  treatments were opti‐
mised as described  in 4.2.2.2.2. To ensure a consistent training and no drop‐outs  in all groups  inter‐
vention  time was reduced  from 10 weeks  to 6 weeks. Additionally,  training  frequency was reduced 
from 5 times a week to three times a week, but was performed 1 h instead of 30 min for compensa‐










Figure  46:  Respiratory measurement  using  a  Seahorse  XF96  performed  with  isolated  liver mitochondria  with  palmito‐
ylcarnitine and malate as substrates (=basal respiration), data not shown for other substrates, n= 4, CON= control diet, HED= 






were either sedentary  (sed) or  trained  (run) on a  treadmill  three  times a week  to  investigate mito‐
chondrial adaptions to states of excess energy intake and training (as described in 3.2.2.3.2). HED led 
to a significantly increased body weight in sedentary and trained mice. Weight gain by HED was signif‐












































































the curve  (AUC) after an  intraperitoneal glucose tolerance test  (C); CON=control diet, HED= high‐energy diet, sed= seden‐































































rived  from high‐energy  fed animals  than  from control‐fed mice  (Figure 49 A).  In addition,  the yield 
from muscles of trained mice was higher than of sedentary mice. This was not seen for liver samples. 









































drial yield after UC  isolation B:  liver mitochondrial yield after UC  isolation. The mean + SD  is given for n= 8, 2way ANOVA 




High‐resolution  respirometry  (HRR) of  skeletal muscle mitochondria was performed  for  seven mice 
out of every group. Overview of the whole measurement course is shown in Supplementary Figure 4. 
When  respiring  on  fatty  acid  oxidation  substrates  (octanoylcarnitine  and malate)  oxidative  phos‐
phorylation  (after addition of ADP) was  slightly higher  in high‐energy  fed mice  than  in  control  fed 
mice  (p< 0.05; Figure 50 A). Additional  to  the C8 acyl chain  fatty acid octanoylcarnitine,  the  longer 
fatty acid chain palmitoylcarnitine (C16) was  investigated as substrate for  isolated mitochondria  in a 







This was  persistent  as  a  trend  also  after  addition  of  succinate,  a  complex  2  associated  substrates 
(Figure  50  D).  After  uncoupling  the  mitochondria  with  FCCP,  muscle  mitochondria  derived  from 
trained mice again showed a significantly higher oxidative capacity (Figure 50 E). The P/E‐ratio (phos‐





























































































































































































































































































































first  principal  component,  a  pronounced  separation  of  the  clustered  hepatic  and  skeletal muscle‐
derived mitochondrial samples could be seen as discussed in 4.2.2.1. However, in the direction of the 











































































A B C D
 
Figure  54:  Summed  cardiolipin  content  in  muscle  mitochondria  (A)  and  liver  mitochondria  (B)  and  tetra‐linoleoyl‐CL 






er, were  less abundant  in  the mitochondrial  lipid profiles derived  from HED‐fed mice  in cardiolipin 




tration  in HED diet than  in CON diet (10.49% vs 7.75%), was found to be also elevated  in PC, PE, PG 
and PI in mitochondria derived from HED‐fed mice. 18:2 and 18:3 fatty acids, however, were lower in 
the HED diet than in the CON diet (15.85% vs 35.75%, 1.68% vs 3.75%) and were also detected to be 










































































































Since protein  levels are not necessarily reflecting enzyme activities SOD activity was  investigated  in 
liver mitochondria and liver tissue lysates (Figure 56). These assays were not performed with muscle 



















































The yield of mitochondria  is often the bottleneck when  it comes to a  limited sample amount availa‐
ble, e.g. small tissue samples  like biopsies or samples with a  low mitochondrial density. So far, pub‐
lished  lipidomics  analyses  covering CLs  required  and used 250 µg165  to 1.5 mg162,192  (by protein) of 
mitochondria. Despite using as little as 100 µg, lipidomics analysis used in this thesis was sufficiently 
sensitive to detect 32 cardiolipin species, whereas previous publications reported a detection of 100 
species,96 28  species162 or  less.171,173,174,192 Compared  to other  lipid  classes,  the  abundance of CL,  a 





contained  significantly  higher  amounts  of  PS,  PE‐P,  SM,  and  HexCER  (4.1.1.2.3).  Sphingolipids  are 
characteristically high  in ER,  lysosomes, Golgi apparatus and plasma membranes.23,248 As  the mito‐
chondrial sphingolipid content  is normally very  low, high  levels of SM and HexCER  in mitochondrial 
fractions  can  likely be attributed  to  contaminations by other organelles and membranes. Similarly, 
the PS content was reported to be higher in ER, Golgi, lysosomes and the plasma membrane than in 
mitochondria.23 Contaminations  could  result  from  co‐sedimentation  (mainly during DC),  from orga‐
nelle‐mitochondria  interactions,  or  from  non‐specific  interactions  with  the  antibody  or  the  solid 
phase during  the MACS procedure. PE plasmalogens  (PE‐P) were  significantly  lower using UC  than 
using the other isolation methods. Mitochondria from heart, brain, kidney, adrenal cortex and spleen 
are rich in PC and PE plasmalogens.23,248 While the liver is the major site for plasmalogen synthesis,249 
PE‐P are present only at  low  levels  in  liver mitochondria.250‐252  Since plasmalogens are also part of 
nuclear, ER and Golgi membranes,250,251 the higher PE‐P in the DC‐ and MACS‐samples might indicate 
contaminations by  these other organelles. MACS and,  to a  lower degree, DC  samples had a  signifi‐
cantly higher  TAG  content. While  TAGs  are mainly  stored  in  lipid droplets, neutral  lipid  cores  sur‐
rounded by a monolayer of phospholipids and associated proteins,253 the ER is the major site of their 
production,254 pointing  towards a  relevant contamination of  the  samples  isolated by MACS and DC 
with ER membranes. Therefore,  it was clearly  shown  that UC, but not DC or MACS, yielded a pure 
mitochondrial  fraction  with  little  contamination  by  non‐mitochondrial  organelles.  Different  from 
functional assays, which highly depend on mitochondrial  integrity and viability, the validity of mito‐







from different  studies.  For  example, published CL  contents  range between 10  to 20%23,255 of  total 
phospholipids, which has been  suggested  to be  caused not  solely by different experimental  condi‐




sidual  ER  or  other  contaminants  in mitochondrial  samples.  A  purity  examination  by western  blot 
(Figure 12) or comparable assays in the early phase of an experiment to ensure the quality and relia‐
bility of  subsequent publications  reporting  lipidomics analyses of mitochondrial  samples  is  strongly 
recommended. Nevertheless, the higher sensitivity and the possibility to  investigate contaminations 
in a quantitative  fashion make  lipidomics an appropriate  tool  to assess  the purity of mitochondrial 
samples.  
5.1.1.1 Conclusion	
Mitochondria  isolation  by  ultracentrifugation  yielded  the  purest  samples.  Therefore,  it  is  strongly 
recommended  for  lipidomics analyses of mitochondria obtained  from  cell  culture models. The  two 
other methods tested, DC and MACS, may result in misleading conclusions when isolating mitochon‐




















those  enzymatically  produced  in  vivo  or  autoxidised  ex  vivo.256,257  As  a  consequence,  the 
presence230,234,235 or  absence113,129,236 of  an  antioxidant  like  the  synthetic  commonly used butylated 
hydroxytoluene (BHT), protecting cholesterol from ex vivo oxidation during sample handling and stor‐
age, might lead to discrepant findings. Based on the pre‐analytical inconsistency of the use230,234,235 or 
non‐use113,129,236 of an antioxidant  like BHT  in oxysterol analyses,  the effect of BHT on  the oxysterol 
pattern was compared methodically. Additionally, the use of frozen samples instead of fresh samples 
was also addressed to simplify the overall experimental process. In liver, BHT addition did not change 
oxysterol  levels (4.1.3.1.1). This might be due to the fact that  liver tissue samples,  in contrast to the 
isolation of mitochondria as discussed below, can be collected and processed very quickly (including 



































principle experiment  for  the methods established  in Sections 4.1.3.1.1 and 4.1.3.1.2. This oxidative 
stress model clearly illustrates that oxysterol profiles of tissue or cell lysate show distinct differences 
in comparison to the oxysterol profile on the subcellular level, hence implicating the relevance to go 
beyond  the  cellular  level when profiling oxysterols.  Especially  the  elevated mitochondrial  levels of 
7α/7β‐hydroxycholesterol and 7‐oxocholesterol might be a  relevant  finding  for  the pathogenesis of 
doxorubicin toxicity, since they are associated with oxysterol‐induced apoptosis via the mitochondrial 
pathway.118‐120 The functional investigations given showed a reduced respiration in mitochondria iso‐
lated  from  the  liver of doxorubicin‐treated mice. This  finding may possibly be due  to an  inhibitory 
effect of DOX on some of  the respiratory chain complexes.261 Moreover,  it can be explained by  the 
42%  lower yield of mitochondrial protein per mg  liver  tissue of  the DOX‐treated mice which  is also 
evident by the lower citrate synthase protein amount. These data suggest a reduced amount of mito‐
chondria  in  the  livers of DOX‐treated mice as already described by Dirks‐Naylor et al.  (2014)262 This 
reduction might contribute to the observed decrease in certain oxysterols in total liver tissue. Several 
oxysterols  showed  a  high  abundance  in  mitochondria  compared  to  total  tissue  (e.g.  for  5β,6β‐




dria  to achieve high quality quantitative oxysterol  results, quick processing without  the addition of 
BHT did not  result  in  significant  changes of  the detected oxysterol profiles. Frozen  liver  tissue and 
mitochondria were also shown to be suitable for oxysterol analyses. More importantly, for the inves‐
tigation of oxysterol profiles  in mitochondria the addition of BHT  is highly recommended as early as 
possible  at  long  sample processing experiments  (here:  addition  to  the  tissue before mitochondrial 
isolation and all subsequent steps), since the presence of an antioxidant early  in sample processing 
does not  influence mitochondrial  function, but has  significant  impact on detected oxysterol  levels. 
Lastly, using doxorubicin‐treated mice as a model,  it was shown that tissue  levels of oxysterols may 








The C2C12 cell  line  is a widely used  in vitro model  for  skeletal muscle, especially due  to  its  special 
feature of being capable to differentiate into muscle‐like myotubes.263‐265 This cell differentiation pro‐
cess was controlled  in this work not to be affected by treatment with chronically high  insulin  levels 
and high glucose concentrations using  the marker myosin heavy chain  (MYH, Figure 31), which  is a 
typical marker  for  fully  differentiated muscle  cells.266  The  treatment  effectively  induces  insulin  re‐
sistance (Figure 30) as previously reported for L6 muscle cells267 and C2C12.268 Elevated glucose and 
insulin  levels are two characteristic hallmarks of type 2 diabetes exacerbating  insulin resistance and 
playing  important  roles  in  the  pathogenesis  of  the  disease.269  Early  in  differentiation, murine my‐
oblasts were  reported  to derive approximately 60% of  their energy by  lactate production  from glu‐






tein abundance were  reduced by high glucose but also by chronic  insulin  treatment causing  insulin 
resistance (Figure 32). A  lower mitochondrial mass due to cultivation  in high glucose conditions was 
reported  for myotubes but not myoblasts.273 This decrease  in mitochondrial mass  seen under high 
glucose conditions could be due to a more glycolytic phenotype of the cells not relying on oxidative 
phosphorylation (OXPHOS) for ATP production but on glycolysis. Insulin resistance had an additional 
decreasing effect on  the mitochondrial mass, which was also observed  in skeletal muscle of  type 2 
diabetics,  insulin  resistant  patients  and  even  the  offspring  of  type  2  diabetics.145  PGC‐1α,  a  co‐






A decreased mitochondrial content  is discussed  to play a role  in  the disruption of  insulin signalling, 
leading to a decreased oxidative metabolism, especially reduced fatty acid oxidation, and accumula‐











ration  (complex  1  and  2) was  significantly  lower under  these  conditions.  Similar  studies published 
previously  focused  on  other  parameters  such  as  different  substrates  for  different  phenotypes  or 
slightly different experimental setups, which make a direct comparison rather difficult.272,273,278 Con‐
sistent with  our  finding,  but  in  intact  cells,  higher maximal O2  consumption  rates with  glucose,  l‐

















piratory complexes  I,  II and  III,  they are also a prime  target of  it.74‐78 Mitochondrial ROS production 









that catalyses  the disproportionation of superoxide anion  (O2•−)  into molecular oxygen  (O2) and hy‐
drogen (H2O2).280 The SOD activity assay does not distinguish between SOD1 or 2, but since the assay 








sue of diabetic mice SOD activity was also  reduced.88 A  reduced SOD activity would  likely  lead  to a 
higher ROS exposure, which was  linked  to  reduced  insulin  sensitivity,246 but 4HNE  levels  remained 
unchanged  in this experimental setup. Since SOD2 activity  is putatively controlled by PGC‐1α,284 de‐
creased PGC‐1α  in  insulin  resistance as described above could be an explanation  for  the decreased 
activity.  
5.2.1 Conclusion	




treatment. Probably due  to  this  lower mitochondrial mass  the overall  respiratory  capacity  is  lower 
compared  to  the cells under normal glucose concentration. This  is  further underpinned by a  lower 
relative  protein  abundance  of  the  ETC  complexes  (even  after  normalisation  for  the mitochondrial 
marker protein  citrate  synthase).  Lower  respiration  is usually associated with  less ROS production. 













chondrial  composition  is  tailored  to  the  specific needs of different  tissues. Transcriptional or post‐
translational events  finely  adjust  the mitochondrial proteins  leading  to  an  adaption  to  the  specific 












bled  respiration on palmitoylcarnitine  (PaCa) upon pyruvate addition compared  to PaCa  respiration 
without pyruvate in muscle. The respiration of liver mitochondria does not change by the addition of 
pyruvate  to  respiration on PaCa.60 Pyruvate  is  transported  into  the mitochondria via mitochondrial 
pyruvate carrier (MCP1 and MCP2).286 Protein levels employed by western blot showed higher levels 
of MPC protein in liver than in muscle,287 therefore not providing a limitation of pyruvate import into 
liver compared  to muscle explaining  the non‐response of  liver mitochondria  to pyruvate. However, 
pyruvate offered to mitochondria could have different metabolic fates: (1) it could be metabolised to 













blot analyses  in  this  study  revealed no detectable PyC protein  in muscles  samples, whereas  it was 
prominently detected in liver (Figure 44), supporting the hypothesis that exogenously added pyruvate 
might be directly metabolised by PyC and channelled  into oxaloacetate for gluconeogenesis  in  liver. 
Accordingly, no increase in respiration would be observed after pyruvate addition.  










pathways,  leading  to a  lower need of ETC protein equipment  than  in muscle. Lower abundances of 
the ETC complex proteins of mitochondria  in  liver compared  to muscle were  reported previously.55 
Another  factor  possibly  contributing  to  the  liver‐specific mitochondrial  non‐response  to  pyruvate 
might be the fact that the mitochondria are already respiring on a fatty acid as substrate before py‐










than  in  liver. On the one hand this possibly  indicates a higher capacity of muscle for oxidative phos‐
phorylation  to  generate  ATP  generally  needed  due  to  the  great  energy  demands  during 
exercise,62,63,292 but it could also reflect the possible tendency of liver mitochondria to not fully oxidise 
the  fuels,  but  instead  transferring  them  continuously  into  anabolic  processes  as  discussed  above. 
Additionally, citrate synthase protein, a mitochondrial mass marker, was significantly higher in abun‐
dance  in muscle  lysates compared to  liver  lysates (Figure 44),  indicating a higher mitochondrial con‐
tent in muscle than in liver. This may also contribute to a much higher respiratory capacity due to high 
ATP  demands  during  training. Accordingly,  Benard  et  al.  (2006)55  reported  higher  citrate  synthase 




Mitochondrial phosphorylating  respiration of  liver, however,  showed a  significantly higher  increase 
compared  to muscle mitochondria when providing  the complex 2‐associated  substrate  succinate  in 
addition to the substrates OctM and pyruvate (Figure 37 B, see the SUIT protocol  in Table 5). These 
data  likely  indicate  either  a  saturated  ETC  in  the muscle mitochondria  already  achieved  providing 
OctM and pyruvate as substrates or a saturated complex 2 pathway by OctM oxidation, possibly ex‐
plaining why the addition of a further complex 2 substrate did not further increase respiration. 
In  liver mitochondria, oxidative phosphorylation can  still be  increased after OctM and pyruvate via 
feeding complex 2 with succinate  (Figure 37 B),  indicating no saturation of  that pathway with  fatty 
acids. This higher capacity of complex 2 observed in liver mitochondria is also supported by the find‐
ing of a significantly higher contribution of complex 2  respiration  towards maximal  respiration  (un‐













Mitochondrial  phospholipid  content  and  composition  have  been  shown  to  also  affect  electron 
transport  chain  activity  and  respiratory  function.71,72,92,97,99,101,102,240,241  As  lipidomics  data  revealed, 
cardiolipin (CL) levels, as well as their precursor phosphatidylglycerol (PG), were significantly higher in 
skeletal muscle than in liver mitochondria (Figure 41). This might be due to a higher density of cristae, 
since cardiolipins are mainly  located  in the  inner membrane of mitochondria.23 Consistent with  this 
explanation  is,  that  CL may  predominantly  facilitate  tight membrane  folding.293,294  Cardiolipin  syn‐
thase expression was observed to be higher in skeletal muscle than in liver295 according to the higher 
CL levels detected. Cardiolipin, the signature lipid of mitochondria, has been shown to be a key player 












profiles can be expected  to be much more diverse. To  this extent, acyl chain composition of  lipids, 
especially of CL, were  investigated  (Figure 42). However, cardiolipin synthase  is not specific  for acyl 
chains.298,299 Instead, the specificity for acyl chains stems from remodelling the cardiolipin. Tafazzin as 




also  liver.301 Additionally, higher enrichment of heart, skeletal muscle and  liver CL with  linoleic acid 
was observed not to be due to increased tafazzin mRNA expression,301 indicating that tafazzin expres‐
sion does not  reflect mature CL  levels. Acyl‐CoA:lysocardiolipin acyltransferase‐1  (LCLAT1) catalyses 
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The dominance of tetra‐linoleoyl‐CLs  in the muscle and  liver mitochondria  is an example for the ex‐
traordinary selectivity of the cardiolipin remodelling process. It is the most abundant PUFA‐CL species 
in  liver and  in muscle mitochondria as already published previously,308,309 but the relative amount  is 
higher  in muscle (25.5% ± 4.3%) than  in  liver mitochondria (13.6% ± 3.2%), see Figure 42. Previously 
published percentages of tetra‐linoleoyl‐CL  in rat  liver mitochondria were higher with 56.5% ± 4.7%, 
but concentrations  in heart muscle mitochondria  (probably comparable  to skeletal muscle) were  in 
the same range as observed in this work (21.4% ± 1.8%).310 18:2‐CL is speculated to play an important 
role  in  the  response  to high energy demands  in  tissue  as described  for  the  contractile  function  in 
heart.311,312 This could be an explanation of higher levels in muscle mitochondria than in liver. In skele‐
tal muscle, the second most abundant PUFA was 22:6  in CL but also PE  (4.2.2.1.4), which was even 
published  to be  the most abundant PUFA  in summed phospholipids  in muscle of mice.313  In mouse 
heart, over 50% of all CL species contained 22:6 acyl chains.310 In  liver mitochondria 20:4 acyl chains 
was  the  second most  abundant  PUFA  (4.2.2.1.4),  again  being  published  to  be  the most  abundant 
PUFA  in summed PLs of mouse  liver.313 Cortie et al. (2015)313 however, failed to detect CLs,  instead, 
the acyl chain percentages were summed from PC, PE, PS, PG, PA. PEs were shown to consist of more 
PUFA  in muscle than  liver  (4.2.2.1.4). PE and CL make up  for 32% of all phospholipids  in  liver mito‐
chondria and for almost 40% in muscle, dominating overall phospholipid profiles. PE and CL are func‐
tionally converging in mitochondria stressing their individual, but also combined importance for mito‐
chondrial  function.242 Mutant prokaryotic  cells  lacking  the  ability  to  synthesise phosphatidylserine, 
the precursor of PE, and  therefore devoid of PE,  showed  compensatory  increased CL, PG and  to a 
lesser extent PA levels.314 This correlative relationship was also observed in yeast when PE or CL were 
depleted.315 




supercomplex  assemblage.318‐320  The  oxidation  to  highly  diverse  unsaturated  CLs  is  discussed  as  a 
source for lipid mediators.321 Selective CL oxidation is required for induction of apoptosis;322 but also 






proton  leak being  assumed  to  account  for 17‐21% of  standard metabolic  rate whereas  liver mito‐
chondrial proton  leak accounts  for only 3‐5%.327 Leak respiration  (OctM without exogenous ADP)  in 
this thesis cannot be directly compared due to normalisation of the data.  
Longer  and more unsaturated  acyl  chains,  especially 22:6,  in  cardiolipin  seem  to be directly  chan‐













Among others, another possible explanation  for  the  tissue‐specific  fatty acid profiles  is  the  respon‐







PUFAs  on mitochondrial  phospholipid  composition.336  Supplementation with  22:6  acyl  chains was 
reported  to  increase both 22:6 and 20:5 acyl chains and decrease 20:4 acyl chains  in cardiac mito‐




Of all detected  lipid classes,  the most distinctly different  lipid species were within  the  lipid class of 












Several pathways  for PE  synthesis exist. The CDP‐ethanolamine pathway  in  the ER  is  the preferred 
pathway in rat liver338 and hamster heart.339 This pathway was shown to result in PE species enriched 
in mono‐ or di‐unsaturated fatty acids in the sn‐2 position, while the phosphatidylserine decarboxyla‐















We established  and optimised  a  reliable  and  comprehensive method  to obtain  tissue‐specific  lipid 
profiles  from pure muscle and  liver mitochondria. We  integrated  this  tool  into a systems biological 
analysis of  isolated mitochondria covering not only  lipidomics but also functional and mitochondrial 
protein analyses. 
The  lack of response of  liver but not muscle mitochondria to pyruvate addition detected  in respiro‐
metric analyses  supports  the hypothesis of mitochondria being  tailored  to  specific  tissue demands. 
Thus,  liver might  shuttle  added  pyruvate  directly  into  anabolic  processes  such  as  gluconeogenesis 
instead of using it for ATP production via oxidative phosphorylation when fatty acids are also present. 






piration  and  supercomplex  assembly.  Fatty  acid  composition was distinctly different between  liver 
and muscle mitochondria highlighting specific fatty acids. E.g. 20:6 acyl chains in CLs seem especially 
important  in  supporting  the  tissue‐specific  function  of muscle mitochondria, which  seem  to more 
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complex 2  flux was only observed  in  liver  (not  in muscle), raising the hypothesis of a tissue‐specific 
involvement  and  role of mitochondria  in T2Dm pathology.60  In high  resolution  respirometric  (HRR) 
and Seahorse XF96 measurements performed in this thesis the oxidative phosphorylation of fatty acid 
oxidation substrates (octanoylcarnitine and malate, OctM and palmitoylcarnitine and malate, PaCaM) 














to the animal model chosen. Mice experiments  in  inbred strains however allow  in a very controlled 
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significantly higher  increase  in muscle mitochondria  from  control diet‐fed mice  compared  to high‐
energy diet fed mice (Figure 50 B). A saturation of the electron transport chain (ETC) being fed with 
electrons into complex 1 and 2 from fatty acid oxidation, can be reasoned as this would not cause a 
further  increase  in  respiration by an additional  complex 1  substrate. Another explanation could be 
upregulated  pyruvate  dehydrogenase  kinase  (PDK)  isoforms  in  skeletal muscle  as  reported  due  to 








from ATP  production  in mitochondria  using  the  protonophore  FCCP, muscle mitochondria  derived 
from trained mice showed the significantly higher maximal oxidative capacity again (Figure 50 E). The 




in muscle of  these  individuals was not  changed by  training  in  this  study. Citrate  synthase was dis‐














tional  complex 1‐associated  substrate pyruvate  and with  the  additional  complex 2‐associated  sub‐








synthase activity  in  liver,  the mitochondrial mass marker, between  the  interventions  (Figure 48 B). 
The higher oxidative capacity was also seen in indirect methods to assess hepatic mitochondria.155,156 
A previous study  revealed higher  fatty acid oxidation of obese  (ob/ob) mice compared  to  lean, but 
also reported higher citrate synthase  levels.362 Contrarily,  in humans there  is also evidence of a nor‐





by  protein  2  activity  (UCP2),  which  uncouples  respiration  from  oxidative  phosphorylation.  UCP2 
mRNA and protein was shown to be induced in obese (ob/ob) mice.363,364 This decrease of efficiency in 
ATP  production  is  currently  discussed  as  a mechanism  to  cope with  excess  substrate  supply  and 
thereby to avoid too much reactive oxygen species (ROS) production by an overload of the ETC.  
To investigate the oxidative defence and ROS load, SOD activity and protein content in isolated mito‐




and  training,  the oxidative defence by superoxide dismutase  (SOD) was unchanged both on activity 
and on protein  level  for muscle and  liver. A reduced SOD activity would  likely  lead  to a higher ROS 
exposure. Exercise was previously published to promote generation of ROS,303‐305 which is associated 









chains  in  isolated  heart  mitochondria  of  rats  after  supplementation  with  docosahexaenoic  and 
eicosapentaenoic acid.335 This  indicates dietary  long‐chain PUFAs to have an effect on mitochondrial 
phospholipid composition.336 This hypothesis can also be supported by the results for high‐energy diet 
where  similar  changes  in  liver and muscle mitochondrial  lipid  composition were  induced, although 
their lipid composition was highly tissue‐specific (Figure 53). Mitochondrial membranes are discussed 
to adapt to the lipid composition provided by the diet.21 Fatty acid composition of the mitochondrial 











ent between CON‐fed mice  and HED‐fed mice  in  this work,  and  tetra‐linoleoyl‐CL was  significantly 
increased solely in liver, but not in muscle, due to HED (Figure 54), which led to reduced insulin sensi‐
tivity (Figure 47). Absence of CL was shown to be partially compensated  in respiratory chain activity 
by  its precursor PG  in mitochondria.370 Furthermore, absolute PG  levels  remained  the  same  in  the 
groups in this work, indicating no elevation of PG to compensate the lower tetra‐linoleoyl‐CL levels in 
liver mitochondria of CON‐fed mice. 
Stearoyl‐CoA desaturase‐1  (SCD1)  is  located  in  the ER and  catalyses  the  formation of MUFAs  from 
saturated  fatty acids, especially  the major components of membrane phospholipids oleate and pal‐
mitoleate  from  stearoyl‐CoA and palmitoyl‐CoA.371  Insulin‐resistant muscle of ZDF mice  showed  in‐
creased SCD1 levels,372 indicating a possible role of SCD1 in insulin resistance development. Reversely, 
pure deficiency of  insulin action present  in muscle‐specific  insulin  receptor knockout  (MIRKO) mice 
results  in  downregulation  of  SCD1.373  The  possible  role  of  SCD1  and  its  contribution  to  insulin  re‐
sistance makes it an interesting feature in follow‐up experiments.  
Eight weeks of regular treadmill training were previously reported to significantly increase the peroxi‐
dative  stress  (measured as hydroperoxide amount)  in  liver mitochondrial membranes of  rats  fed a 
diet enriched in olive or sunflower oil. The same was observed in muscle mitochondria upon olive oil 






induced by a high degree of unsaturated  fatty acids  in  the diet. This was based on  the  increase of 
mitochondrial oxidative defence (measured via SOD activity) with training.374 The same working group 
published higher amounts of saturated  fatty acids,  lower amounts of MUFA and higher amounts of 
PUFA  levels  in  liver mitochondria due to exercise  in rats and  lower PUFAs  in muscle mitochondria.21 
The lower amount of MUFAs solely seen in liver, was discussed to be due to the higher metabolic rate 
of this tissue.21 Another study from this working group revealed, that rats fed with a diet enriched in 









the  hypothesis  of  a  tissue‐specific  involvement  in  disease  pathology,  but  also  the  hypothesis  of  a 
compensatorily  increased mitochondrial  function  in  insulin resistance  to overcome excess substrate 
supply. This was often observed  in animal models  in muscle. Muscle oxidative capacity was affected 
by both diet and training, while  liver was solely and greatly affected by diet,  leading to the assump‐
tion  that  the  training effects might only  influence mitochondrial  respiratory  function of  the  trained 
muscle, but not liver. Since muscle insulin resistance plays a role in the early development of T2Dm, 
the positive  impact of  training on muscle mitochondrial  function might cause  the slightly  improved 
insulin sensitivity  in  trained HED‐fed mice. Although  function of muscle and  liver mitochondria was 
affected differently by training and high‐energy diet feeding, diet had a much greater impact on lipid 
composition of  the mitochondria  than  training.  Interestingly,  although having highly  tissue‐specific 
lipid compositions muscle and liver mitochondria were affected similarly facing the high‐energy diet. 








Dysfunctional mitochondria  are widely  discussed  to  be  involved  in  the  pathophysiology  of  human 
diseases such as cancer or diabetes. However,  it  is still unclear whether metabolic overflow  leads to 
disturbances in mitochondrial substrate utilisation and, consequently, to insulin resistance or if mito‐
chondrial dysfunction  is a consequence of  impaired  insulin signalling. This work aimed at elucidating 








organelles  and  therefore  challenging  to quantify  in  cell or  tissue  lysates  in  a mitochondria‐specific 











To study  the hypothesis  that skeletal muscle  insulin  resistance  is  the primary defect  that  is evident 
decades before β‐cell failure and hyperglycemia develops, isolated mitochondria of a murine skeletal 





tant switch  in electron  transport chain substrate preference. Hence,  the cell culture  findings of  this 
thesis  support  the hypothesis  that  insulin  resistance  can be  the  cause of decreased or  incomplete 
mitochondrial oxidation leading to metabolite accumulation, further impairing insulin signalling. Addi‐
tionally, this thesis reveals that both hyperinsulinemia and glucose oversupply caused decreased su‐






























to muscle,  isolated  hepatic mitochondria  did  not  show  an  increase  in  respiration  after  adding  py‐
ruvate as an additional substrate to fatty acids. This detected “non‐response” to pyruvate in respira‐














lead  to more  target‐specific  treatments of mitochondrial dysfunctions associated with  for example 
insulin resistance and type 2 diabetes. 
A further broadening of the knowledge about the mitochondrial role in development and prevention 
of  type 2 diabetes  is needed. A  special  focus  should be on  ruling out  the controversy of published 
data, probably also caused by many different functional approaches applied in the studies all referring 
to  the broad and general term “mitochondrial function”. This may be achieved by highly comparable 
and  standardised experiments  (e.g.  suitable  surrogate markers  for mitochondrial mass)  taking  into 













schüssiger Energieaufnahme,  Insulinresistenz und  Sport mittels  systembiologischer Analysen  in  iso‐
lierten Mitochondrien aus Zellkultur, murinen und humanen Geweben untersucht. Die angewendeten 







Methode  zur Analyse  von Mitochondrien‐spezifischen  Lipiden  als  Teil dieser Doktorarbeit  etabliert 
und bereits publiziert  (Kappler et al. (2016)130).Die  Isolierung von Mitochondrien mittels Ultrazentri‐
fugation  führte  zur besten Aufreinigung und wurde daher  für die Lipidanalysen von Mitochondrien 
aus  Zellkultur  und  Gewebe  in  dieser  Doktorarbeit  verwendet.  Zur Mitochondrienisolation wurden 
auch die differentielle Zentrifugation und ein Ansatz basierend auf Beads mit gekoppeltem Antikörper 
in  dieser  Doktorarbeit  getestet.  Beide Methoden  führten  zu mehr  Verunreinigungen mit  anderen 




Basierend auf der Hypothese, dass  sich die  Insulinresistenz  im  Skelettmuskel  schon  Jahrzehnte vor 
dem β‐Zellversagen und der Hyperglykämie manifestiert, wurden Mitochondrien einer murinen Ske‐




der oxidativen Phosphorylierung  zur ATP Produktion bedingt  sein. Dafür  spricht auch die ebenfalls 





Metabolite  akkumulieren, die die  Insulinsignalkaskade weiter  beeinträchtigen.  Zusätzlich  konnte  in 
dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dass sowohl Hyperinsulinämie als auch ein Überangebot an Glu‐
kose  eine  reduzierte  Superoxid  Dismutase  (SOD)  Enzymaktivität  und  SOD1  Proteinabundanz  aus‐
schließlich  in Mitochondrien hervorrufen, da diese Veränderungen nur  in  isolierten Mitochondrien 
nicht jedoch  im Gesamtzelllysat beobachtet wurden. Mitochondrien sind die Hauptquelle für die Bil‐




Um  ein  umfassenderes  Verständnis  für  die molekularen  Veränderungen  der Mitochondrien  durch 
funktionelle und metabolische Adaptionen an eine Hoch‐Energie‐Diät und Ausdauertraining zu erlan‐
gen wurde ein Mausexperiment durchgeführt. Zusätzlich wurden Lipidomics und funktionelle Analy‐
sen  durchgeführt,  um  die Mechanismen  von Ausdauertraining  aufzuklären, welche  die  Folgen  von 
Überernährung  kompensieren  und  eine mitochondriale Dysfunktion  verhindern. Hoch‐Energie‐Diät 
















tektieren  Lipidklassen  nicht  immer  die  Fettsäurezusammensetzung  der Diäten wieder. Dies  deutet 
darauf hin, dass die Lipidaufnahme in Mitochondrien ein selektiver Prozess ist.  
Abgesehen von einer unterschiedlichen Adaption an Diät und Training, zeigte der Vergleich von Le‐
ber‐  und  Muskelmitochondrien  auch  klare  Unterschiede  in  der  Lipidzusammensetzung,  Enzyma‐
bundanz  und mitochondrialer  Respiration.  Im  Gegensatz  zu  isolierten Mitochondrien  aus Muskel, 
zeigten Mitochondrien aus Leber keinen Anstieg  in der Respiration nach Zugabe von Pyruvat als zu‐
sätzliches Atmungskettensubstrat neben Fettsäuren. Dieses Nichtansprechen von isolierten Lebermi‐
tochondrien,  aber nicht  von Muskelmitochondrien,  auf  Pyruvat  in Atmungsmessungen, unterstützt 








gen  im  Energiebedarf des Muskels  zum Beispiel bei  Sport  erfüllen  zu  können. Die Hypothese wird 
weiter unterstützt durch eine höhere Abundanz der Elektronentransportkettenproteine, einer gene‐
rell höheren Menge an Mitochondrien und auch durch eine höhere Menge an Lipiden wie Cardiolipin 
und  Phosphatidylenthanolamin,  die mit  einer  höheren  Elektronentransportkettenaktivität,  Atmung 
und Superkomplexbildung assoziiert werden.  
Untersuchungen bezüglich der Spezifitäten von Mitochondrien aus insulinempfindlichen Organen wie 
Skelettmuskel  und  Lebe, welche  für  die  endogene  Glukoseproduktion  und  –abbau  verantwortlich 
sind, könnten dabei helfen eine gewebespezifische Rolle der Mitochondrien bei  zum Beispiel Sport 
und Krankheiten zu ermitteln. Dies könnte zu einer mehr zielgerichteten Behandlung von mitochond‐
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and  Rainer  Lehmann  (20%).  Candidate  is  at  position  1  of  7  authors.  Candidate  performed  experi‐































Mouse handling was designed  and  performed by Miriam Hoene,  a member of our  group.  Sample 
preparation was performed by candidate. Lipid extraction of samples was performed by candidate. 
Lipidomics  analyses  were  performed  by  Chunxiu  Hu  and  Xiaoli  Hou,  DICP,  Dalian.  Respiratory 
measurements and CS activity assays of murine samples were performed by bachelor student Daniel 
Bleher under candidate´s supervision. Respiratory measurements of human samples were performed 

















































sengroße Wärme und vorbehaltlose Unterstützung bei allem, was  ich anpacke. Auf euch  ist  immer 


























(China)  Second  research  visit  at  cooperating  laboratory  (Dalian  Institute  of Chemical Physics  (DICP), Chinese Academy of Sciences  (CAS), China, 
Prof. Dr. Guowang Xu) 










 OMICS  investigation  of  metabolic  (dys)regulation  of  mito‐
chondria 
 
11/2011 – 5/2013  Student  research  assistant  (Chair of Molecular Nutritional Medicine, 
TUM, Prof. Dr. Klingenspor)  
 Investigating  a  XF96  Seahorse  protocol  for  analysing  mito‐
chondria from white murine fat, characterization of white fat 





(Taiwan)  NSC/DAAD Scholarship  in Taiwan  (Department of Nutritional Science at the Fu Jen Catholic University, Taipei, PhD Hui‐Chen Lo)  






(UK)  Internship at the MRC‐HNR  in the Biomineral Research Group  in (UK) Cambridge, UK (PhD Jonathan Powell)  
Trace Elements Status and Speciation Analysis:  
‐ biological sample preparation (e.g. oocyte and tissue digestion) 
‐ dietary mineral analysis by  ICP‐OES: optimising methodology  for 
Na, Ca, K, Sr, Si analysis of human skin/aorta biopsies 









4/2013‐10/2013  Master  thesis  (Chair of Animal Hygiene, Prof. Dr. med. vet. Dr. med. 
vet. habil. Dr. h. c. Bauer) 
“Identification of  sources  for  tetM and  strA‐contamination  in  stored 
and processed meat“ – 









































docrinology, March 2015, 156(3):923–933.                IF: 4.159 (2015) 
 
 Limited OXPHOS capacity  in white adipocytes  is a hallmark of obesity  in  laboratory mice 
irrespective of the glucose tolerance status 
Theresa Schöttl, Lisa Kappler, Tobias Fromme, Martin Klingenspor; Molecular Metabolism 

































 Poster presentation at Deutscher Kongress der  Laboratoriumsmedizin  in  Leipzig  in Sep‐
tember 2015: 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(ETS= electron  transfer system capacity). Complex 1 was  inhibited by rotenone  to solely  investigate complex 2‐associated 












































Supplementary Figure 5: Normalised oxygen  flux  (n= 5; mean + SD)  in  isolated mouse  liver mitochondria. Normalised  for: 
mitochondrial amount  (by protein), mitochondrial concentration changes, mean  inter‐day differences. CON= control diet; 
HED= high‐energy diet; run= trained; sed= sedentary. States are explained in Table 5. 
